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aRNA: amplified RNA 
BiP (HSPA5/GPR78): heat shock protein family A (Hsp70) member 5 
BW: body weight 体重 
CCDC47: coiled-coil domain containing 47 
CCDC51: coiled-coil domain containing 51 
CCDC90b: coiled-coil domain containing 90B 
CE-TOFMS: capillary electrophoresis-time of flight mass spectrometry  
CHOP (DDIT3): DNA damage inducible transcript 3  
COA3: cytochrome c oxidase assembly factor 3  
DTT: dithiothreitol 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
EF: Ejection fraction 駆出率 
Ero1-Lα: endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 alpha 
ER: endoplasmic reticulum, 小胞体 
FITM1: Fat storage-inducing transmembrane protein 1 
FITM2: Fat storage-inducing transmembrane protein 2 
HF: heart failure, 心不全 
IRE1a (ERN1): endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1  
IVT: in vitro transcription 
KO: knockout, ノックアウト 
LD: lipid droplet, 脂肪滴 
 
 
LVDd: left ventricular end-diastolic diameter (dimension)、左室拡張終(末)期径 
LVDs: left ventricular end-systolic diameter (dimension)、左室収縮終(末)期径 
MI: myocardial infarction 
MINOS1: mitochondrial inner membrane organizing system 1 
MMgT1/Mmgt1: membrane magnesium transporter 1 
MO: morpholino  
MYC: myelocytomatosis oncogene 
PDI: protein disulfide isomerase 
PBS: phosphate-buffered saline 
PERK: PRKR-like endoplasmic reticulum kinase  
Ppia: peptidylprolyl isomerase A 
PGC-1α: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 
qPCR: quantitative polymerase chain reaction 
RyR2: Ryanodine Receptor 2, リアノジン受容体 2 
SERCA2a: Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase 2a,  
心筋小胞体 Ca2+-ATPase 2a 
Shamマウス: 偽手術マウス 
SLC12A4: solute carrier family 12 member 4 
SLC25A35: solute carrier family 25 member 35  
SR: sarcoplasmic reticulum, 筋小胞体 
TAC: transverse aortic constriction 
Tbp: TATA-box binding protein 
TIMM21: translocase of inner mitochondrial membrane 21 
Tmem38A: transmembrane protein 38A  
Tmem38B: transmembrane protein 38B  
 
 
Tmem242: transmembrane protein 242 
UPR: unfolded protein response, 小胞体ストレス応答 
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を引き起こすことが知られており、特に、細胞内小器官である Sarcoplasmic Reticulum (SR、
筋小胞体)の機能低下が主たる原因の 1つと考えられている。SRは心筋細胞において、カルシ
ウムイオン（Ca2+）の貯蔵を担っており、Ca2+の細胞質への放出・SR 内への流入を通じ、筋フィ










ス応答（ER ストレス応答/Unfolded Protein Response (UPR)）と呼ばれる反応が起こる。しか
し、異常タンパク質の蓄積が継続した場合、細胞死が誘導される。心肥大、心不全、心筋梗塞
の動物モデルおよびヒト患者では、UPR 関連遺伝子の発現が上昇していることから、ER ストレ
ス・UPR関連パスウェイの制御が病態を改善する可能性が示唆されている［14, 15, 20-26］。 
そこで本研究では、心不全における SR および ER に焦点をあて、オミックス解析、動物モデ
ルを活用することにより、新規創薬標的の探索および標的分子の機能解析を行った。第 2 章に
おいて、圧負荷心不全モデル（Transverse Aortic Constriction［TAC］モデル）マウスの心臓、
sham マウスの心臓 SR/ER に発現している検出可能なタンパク質をプロテオミクス手法で網羅
的に同定し、文献情報、圧負荷心不全/心筋梗塞心不全モデル（Myocardial Infarction ［MI］ 
モデル）マウスの心臓を用いたマイクロアレイ解析情報、組織における遺伝子発現、ゼブラフィッ
シュを用いたスクリーニング結果を加味し、Fat storage-inducing transmembrane protein 1




本分子の in vitro における機能を評価した。なお、第 2 章および第 3 章は、論文［27］で公表し
た研究内容を中心に構成した。また、第4章にて、Fitm1遺伝子ノックアウト（KO）マウス、Fitm2













心不全の代表的なマウスモデルとして、Transverse Aortic Constriction （TAC）モデルと
































(RIKEN WT)を用い、照明を明 14時間、暗 10時間の周期、飼育水は水道水を活性炭カラムに
通して塩素除去したものを用い、熱帯魚用フィルターマット、多孔質な小石（炉材）の 2 艘からな
る濾過ユニットを循環させ、水温はヒーターで 28 度に保った。稚魚には初期飼料協和（協和発





「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年 10 月 1 日法律第 105 号，平成 11 年 12
月 22 日改正，平成 17 年 6 月 22 日一部改正） 
「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」（環境省告示第 88 号，平成 18 
年 4 月 28 日） 

















大動脈縮窄術（transverse aortic constriction：TAC）処置後 4-5週の心不全マウスおよび無
処置マウスの左心室を 3 個体より採材し混合の後、Endoplasmic Reticulum Enrichment Kit




20 μg のタンパク質を SDS-PAGE ゲルに供し、クマシーブリリアントブルー染色を行った。
SDS-PAGE ゲルは低分子量側から高分子量側まで 12 のゲル片にスライス後、50%アセトニト
リルを含む 20 mM NH4HCO3（pH 8）にて 30°C、30分間、2回の脱染色処理を行った。ゲル片
はアセトニトリルで脱水し、遠心エバポレーターにて完全に脱水した。乾燥ゲル片は、6 M グア
ニジン塩酸、10 mM EDTAおよび 10 mM dithiothreitolを含む 100 mM NH4HCO3 （pH 8）溶
液に浸漬し、ゲル片内のタンパク質は、95°C、5分間の処理により還元した。ゲル片は 20°Cに





maltopyranoside（DM、Nacalai Tesque）および 5 ng/μL trypsin（Modified trypsin、Promega）
を含む20 mM NH4HCO3（pH 8）に浸漬し、ゲル内タンパク質を 37°C、12時間処理し消化した。
得られたペプチドを FA/H2O buffer（0.005% DMを含む 0.05% formic acid）にて 1回、FA/ACN 
buffer（0.05% formic acidを含むアセトニトリル）で 2回、それぞれ 5分間抽出した。回収した抽
出液は 20 μLに調製し、液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析（LC-MS/MS）に供した。 
サンプルは Stage Tips［30］にて脱塩、濃縮した。まず、ピペットチップ（P200, Rainin）に 0.9 
mm径で 2片切り抜いた Empore Disk C18（3M）を挿入した。続いて、Stage Tipをmethanol 
20 μL で活性化、50% アセトニトリル（5% formic acid 含有）でコンディショニング、5% formic 
acid で平衡化した。サンプル充填後、チップを 5% formic acid で洗浄し、50%アセトニトリル
（5% formic acid含有）40 μLで脱塩ペプチドを溶出した。 
解析は、LTQ-Orbitrap（Thermo Fisher Scientific）または LTQ-Orbitrap XL（Thermo Fisher 
Scientific）に Agilent 1100 液体クロマトグラフィーシステム（Flow splitter で流速 200-300 
nL/minに調整）を接続し行った。ペプチドの溶出は、Inertsil ODS-3 C18（3 μm, GL Sciences）
を充填し内製したエレクトロスプレーイオン化チップカラム（100 μm internal diameter ×150 mm 
length）にて、5-28%のアセトニトリル濃度勾配を用いて 100分以上をかけて行った。 
各サンプル量は 4 μLにて、duplicateで測定を行った。MS/MSデータは、IPI mouse Mascot 
database（Matrix Sciences）を参照検索し、target-decoy approach［31］を用いタンパク質レベ













MI モデルでは Sham 群 3 匹と心不全マウス 4 匹の左心室画分を用いた。TAC モデルでは
Sham群 3匹と心不全期マウス 3匹と心肥大期マウス 3匹の左心室画分を用いた。 
心臓をTRIzolでホモジナイズ後、PureLink Micro-to-Midi RNA Kit（invitrogen）を用いて total 
RNA の精製を行った。同時に PureLink DNase Set（invitrogen）で DNase 処理を行った。
RNA のクオリティーは、OD260/280 比が一定以上であることおよび BioiAnalyzer RNA6000 
Nano Kit（Agilent）で RIN値が 7以上を満たしていることにより担保した。 
精製した 250 ng の total RNA を用いて GeneChip 実験を行った。実験操作は GeneChip 
実験マニュアル（Affymetrix）に従い、GeneChip 3' IVT Express Kit（Affymetrix）および
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit（Affymetrix）を使用して実施した。まず、total 
RNA を T7-Oligo（dT）プライマーで逆転写し、double-strand cDNA を合成した。次に 40℃で
16 時間、in vitro Transcription反応を行い、ビオチンラベルした amplified RNA （aRNA）を合
成した。合成された 15 μg のビオチン化 aRNAを断片化した後、12.5 μgを GeneChip Mouse 
Genome 430 2.0 Array（Affymetrix）に、45℃で 16 時間ハイブリダイズした。洗浄、染色を行っ
た後、GeneChip アレイ上の蛍光を GeneChip Scanner 3000 7G（Affymetrix）で撮影し、
AGCC（Affymetrix GeneChip Command Console） software により CEL.ファイル（probe 
intensity data ファイル）を作成した。その後、Expression Console Software により、各







鋳型として市販 cDNA パネル（Clontech、Biochain）を用い、ABI PRISMにて定法に従い定
量 PCR 解析を実施した。使用したプローブ（すべて Applied BioSystems）は下記のとおりであ
る。ヒト組織解析では β-actinで補正した。 
FITM1: Hs00416856_g1  
FITM2: Hs00380930_m1 
TIMM21 (1700034H14Rik / C18orf55): Hs01003272_g1  
FAM210A (4933403F05Rik / C18orf19): Hs00935911_m1 
SLC12A4: Hs00957115_g1 




標的遺伝子に対するモルフォリノアンチセンスオリゴ（Gene Tools）を Nasevicius らの方法 
［29］に従ってインジェクションした。インジェクションする際には、Phenol Redを加え、濃度は 10 













timm21 (1700034H14Rik): 5’-ATGTCTTGTCGTTTAACCAACACAC-3’ 
ccdc51: 5’-CAGTGTTTGTTCTGAACCTCATTGA-3’ 
ccdc51-5mis: 5’-CACTCTTTCTTCTCAACCTCATTCA-3’ 




minos1 (2310028O11Rik): 5’-GCTCTTTCTCAGACATGATGACAGC-3’ 
ccdc90b: 5’-GTCTCCGCATAAAGATCCCCCAGGA-3’ 
slc12a4: 5’-TTTCATGTGTTTAGTGTGCGGATCA-3’ 
coa3 (ccdc56): 5’-TACTCATGTCTGCCATGTTTGAGGC-3’ 
slc25a35: 5’-CGACGCCACCGAGAATGAAATCCAT-3’ 
tmem65: 5’-CAGCAACACCGAGCGGATCATCAGA-3’ 
tmem242 (5730437N04Rik): 5’-GCTCTACTGACATCTGAATAGGTC-3’ 
 
ゼブラフィッシュへのmRNAインジェクション 
IMAGE clone（Open Biosystems）を購入し、FITM1 または FITM2 のオープンリーディング
フレームを PCR により増幅し pCS2+ベクター［32］に導入した。組換クローンを NotI で直線化
し、mMESSAGE mMACHINE kit （Ambion）を用いて capped mRNAを合成した。0.8 μg/μL
の mRNAを 1細胞期のゼブラフィッシュ胚にインジェクションし、発生過程を観察した。 
 
統計解析 
Excel 2010（マイクロソフト）にて t検定を用いて p値を算出し、p < 0.05を有意な差とみなし







健常マウスの心臓由来 SR、TAC モデルマウス心臓由来 SR および健常マウスの肝臓由来

















チップ間におけるプレゼントコール率は同等で、β-actin と Gapdh の 5’,3’シグナルの差は許
容範囲内であったことから、mRNA と cDNA の品質に問題はないと判断した。また、心不全マ




られた。クラスタリングの結果、MI モデルは個体差が少なく Sham 群と心不全群での比較が可
能と思われた。一方 TAC モデルは心肥大群に個体差が認められたため、病態により発現変動
する遺伝子の抽出には Sham群と心不全群を比較することとした。 
MI、TAC それぞれにおいて 1例以上でシグナル>50、valid value <0.05 の遺伝子を解析対
象とした（MIでは 19,720プローブセット、TACでは 20,280プローブセット）。プロテオミクス解析
で同定されたタンパク質の約 80%は本解析でも発現が確認された。MI、TAC それぞれにおい
て Sham・心不全間で各群の平均シグナル値が 1.5 倍以上異なり（1.5 倍に上昇または 1/1.5 
に低下）、群間の T 検定で p<0.05 となる遺伝子を抽出した。それぞれ、MI では 2,608 プロー
ブセット、TAC では 2,168 プローブセットが該当し、MI と TAC（心不全）で共有するプローブセッ
トは 978個（MIの 38%、TACの 45%）であった。 
心不全モデル由来サンプルにおいて、心不全マーカーである Anp ならびに Bnp のシグナル
が上昇していたことから、解析により得られたデータセットの信頼性は高いと判断した。 
心不全サンプルで 1.5 倍以上の変動を示したプローブは、発現が確認された全プローブの約







示す新規分子を探索した。心筋 SRにおいては、膜上の SERCA2aが SRへの Ca2+の汲み上
げを、RyR2 が放出を担うことが知られている ［9］。これらのような膜上のトランスポーターやイ
オンチャネルを標的にすることにより、SR/ER の機能を制御できる可能性が考えられることから、

























ヒト FITM1、または FITM2 mRNAをインジェクションした際にも、心臓水腫および骨格形成異常
















SLC12A4 の 6 遺伝子を選定した。これらの分子は、心臓における機能が不明な膜タンパク質
であることから、創薬標的としての妥当性を検証するため、機能解析が必要である。そこで本研
究では、1 分子で機能することが報告されている FITM1、FITM2 を最初の解析対象とし、次章





図 1. Summary of proteome analysis. 
Left panel: Procedure and result of the 1st experiment. The LV from TAC (HF) and healthy 
control (Ctrl) mice were excised and the SR/ER fractions were isolated. Proteins were 
electrophoretically separated and stained with Coomassie brilliant blue staining. The gel was 
sliced into 12 pieces from the dye front to the top of the gel. Each slice was analyzed by LC-
MS/MS and identified 1,875 proteins. Right panel: Procedure and result of the 2nd experiment. 
In this trial, the LV and liver were used. 2,654 proteins were identified. In total, 3,638 proteins 
were identified by GeLC-MS/MS. We categorized these proteins by their expression pattern, 
such as; H (heart) >L (liver): proteins expressed in heart than liver, H=L: proteins which were 





図 2. Quantitative analysis of mRNA expression in human tissues. 
Relative mRNA levels were quantified using the comparative ΔΔCT method with an internal 
control gene (β-actin). Expression levels relative to those of the heart are shown. Each dot 







図 3. Summary of target gene selection by screening of MO-mediated knockdown in 
zebrafish. 
Injected concentrations of MO, the time point of imaging, and major phenotype were as follows: 
fitm1, 200 μM, 36 h: Edema，Hypertrophy 
mmgt1, 100 μM, 48 h: Growth retardation, Flexural tail 
timm21, 100 μM, 36h: Edema, Slow heart rate 
ccdc51, 100 μM, 36h: Growth retardation, Twist stereotactic body, Weak heartbeat 
20 
 
minos1, 100 μM, 36h: Edema, Flexural tail 
fam210a, 100 μM, 36h: Edema, Growth retardation, Bloodflow deficiency 
coa3, 100 μM, 36h: Bloodflow deficiency 
ccdc90b, 100 μM, 36h: Edema, Bloodflow deficiency 
slc25a35, 100 μM, 36h: Edema, Bloodflow deficiency 
tmem242, 100 μM, 36h: Edema, Slow heart rate 
slc12a4, 200 μM, 32 h: Cardiac arrest 
fitm2, 100 μM, 36 h: None 





図 4. Human mRNA overexpression of FITM1 or FITM2 in zebrafish. 
Injected concentrations of synthetic mRNA, the time point of imaging, and major phenotype 
were as follows: 
no injection, 49 h 
FITM1, 0.8 μg/μl, 49 h: Edema, Flexural tail 





表 1. The putative targets from omics analysis, tissue expression pattern, and zebrafish 
screening. 
Summary of selected targets which highly expressed in heart and skeletal muscle from results 
of MS using mouse heart samples, Gene Chip analysis, quantitative analysis of mRNA 
expression in human tissues, and zebrafish screening. “Symbol” indicates the gene names. 
“Heart SR MS” showed the results of proteomics analysis in which arrows indicate the change 
of expression levels in TAC samples compared with normal samples and a minus sign indicates 
not detected. In GeneChip columns, the change of expression levels of diseased samples vs. 
normal samples are shown. NCBI accession numbers of genes (Mus musculus) are listed in 
the middle column. Amino acid length and transmembrane prediction: information on the amino 
acid length obtained from NCBI and the prediction of transmembrane helices from TMHMM 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) are indicated. Cellular localization shows the 

































Fitm1 → 0.62 0.58 0.8 NP_081084 292 AA., 6TM ER 
Fitm2 - 0.63 0.63 0.77 NP_775573 262 AA., 6TM ER 
Timm21 → 0.82 0.85 0.9 NP_080245 244 AA., 1TM Mit 
Fam210a → 0.66 0.8 0.84 NP_722489 273 AA., 1TM Mit 
Tmem242 → 0.89 0.83 0.97 NP_081733 140 AA., 2TM Mit 




















さらに、FITM が小胞体膜タンパク質であること、小胞体が TG 合成の場であり脂肪滴形成と
















Peptidylprolyl isomerase A （Ppia）を用いた。 
Fitm1: Mm01322192_g1 
Fitm2: Mm04212060_m1 
Ppia: 4326316E / Mm02342429_g1 
 
FITM一過性過剰発現細胞における脂肪滴量測定 
ヒト FITM cDNAがクローン化されたプラスミドは、OriGeneから購入した。細胞への FITMプ
ラスミドの導入は Lipofectamine 2000 Transfection Reagent（Invitrogen）のプロトコールに基
づいて実施した。具体的には、96well plate（Corning）に 1.6x105cells/ mL（100 μL/well）の密
度で細胞を播種し、37℃、CO2 5%条件で 1 晩培養した。Opti-MEM（Gibco）25 μL と plasmid 
2 μg、Opti-MEM 25 μL と Lipofectamine 2000 Transfection Reagent 0.5 μL をそれぞれ混
合、室温静置（5 分）した。前述の 2 種を混合、室温静置（20 分）し、1wellあたり 50 μL ずつ添
加、24 時間または 48 時間培養した。培地を吸引除去し、10%中性緩衝ホルマリン液（WAKO）
100 μLを添加、室温静置（15分）、DPBS（Invitrogen）で 3回洗浄後、1wellあたり DPBS 100 
μL を添加し 4℃にて保存した。DPBS を除去した well に BODIPY 493/503（Invitrogen） 1 




鏡観察または IN Cell Analyzer 1000（GE healthcare）での解析に供した。IN Cell Analyzer 




組換え型ヒト FITM タンパク質の作製 
文献情報 ［41］に基づき、第一三共 RD ノバーレ株式会社にてヒト FITM1 およびヒト FITM2
組換えタンパク質を作製した。pIEX-Bac1 expression vector を用いて、FIT1-His6-StrepII, 
FIT2-His6-StrepII を HighFive 細胞に発現させ、細胞培養液から超音波でタンパク質抽出後、
Strep-Tactin Superflow Plus（QIAGEN）引き続き HiLoad16/60 superdex75（GE Healthcare）
を用いて精製した。 
 
FITM と TG との結合試験 
下記、組成のバッファーを使用した。 
バッファー1: 50mM Tris-HCl pH7.4、150mM NaCl, 0.1%(w/v) Fos-choline13(Anatrace, 
#F3105GM)) 
バッファー2: 50mM Tris-HCl (pH7.4)、150mM NaCl 
バッファー3: 10mM Tris-HCl (pH7.4)、150mM NaCl、1mM EDTA、1%(w/v)Triton X-100 
バッファー1 100 μL中に、バッファー1に希釈した 90-150 pmol（3-5 μg）の組換えタンパク質、
バッファー2 に希釈した 50 nM-1 μM [9, 10-3H(N)]-triolein 、バッファー1 で予洗済の Strep-
tactin macroprep（IBA GmbH）15-30 μL を懸濁し、室温で約 4 時間転倒混和した。反応液を
vortexにて攪拌後、バッファー1で 3回洗浄し、バッファー3500 μLで洗浄後、同バッファー500 






FITM 一過性過剰発現細胞における脂肪滴量測定と同様に lipofectamine 法で一過性過剰
発現細胞を作製した。具体的には、24well plate（Sumilon）に細胞を 1.6x105cells/ mL（500 
μL/well）の密度で播種し、Opti-MEM 50 μL と plasmid 0.8 μg、Opti-MEM 50 μL と
lipofectamine 2000 Transfection Reagent 2 μLの割合で使用した。何も処理をしていない細
胞（No transfection）および hFITM1、hFITM2、hFITM1+hFITM2、pCMV6-entry（mock）を導
入した 5 群について、plasmid 導入後、24 時間後に培地を除去、PBS で洗浄し、-80℃に保存
した。1wellあたり、M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent（Thermo Scientific）100 
μL を添加し、溶解した。溶解液の一部を用いて定法に従い BCA 法にてタンパク質濃度を測定
した。残りの溶解液に SDSサンプルバッファー100 μLを添加し、定法に従い SDS-PAGEで分




FITM 一過性過剰発現細胞における脂肪滴量測定と同様に lipofectamine 法で一過性過剰
発現細胞を作製した。具体的には、10cm dish（Sumilon）に細胞を 1.6x105cells/ mL（15 
mL/dish）の密度で播種し、Opti-MEM 1.5 mL と plasmid 24 μg、Opti-MEM 1.5 mL と
lipofectamine 2000 Transfection Reagent 60 μLの割合で使用した。No transfectionおよび



















hFITM1、hFITM2、hFITM1+hFITM2 および mock 一過性過剰発現細胞と no transfection
細胞を BODIPY493/503 で染色し、蛍光顕微鏡観察を行った。結果、脂肪滴数およびサイズの
増加を確認した（図 7a）。Hoechst33342 で核染色を行った共染色サンプルについて、IN Cell 
Analyzer 1000 で画像取得、Developer にて解析を行い、脂肪滴数/全細胞数、並びに脂肪滴




加を認めた。一方、論文報告では、FITM1 または FITM2 の過剰発現によって形成される脂肪
滴の数およびサイズに顕著な差は認められていない［40］。FITM1とFITM2の同時導入細胞に








[9,10-3H(N)]-triolein 50 nmol 添加条件において、FITM1、FITM2 共にタンパク質量依存的
なカウントの増加を確認した（図 8)。再現性確認として、ロットの異なる FITM 組換えタンパク質
（lot.1～lot.3）について、FITM タンパク質 320 pmol、[9,10-3H(N)]-triolein 50/100 nmol条件下
における結合能を検証した結果、FITM1、FITM2 ともに全ての lot で[9,10-3H(N)]-triolein 量依
存的なカウントの増加を認めた（data not shown）。[9,10-3H(N)]-triolein 50 nmol条件における






transfection、mock導入細胞と比較し、hFITM1、hFITM2導入細胞では、ER oxidoreductase 1 
alpha（Ero1-Lα）とprotein disulfide isomerase（PDI）のバンド強度が低下していた（図9）。また、
その低下の程度は、hFITM1、hFITM2導入細胞間で同程度であった。再現性確認試験におい












各一過性過剰発現細胞と no transfection 細胞について、メタボローム解析を実施した。
Negative control として no transfection細胞とmock導入細胞を設定した結果、mock導入に




















FITM1、FITM2 の生物学的機能の検証を in vitro にて行い、学術報告どおり、FITM 遺伝子
の過剰発現による脂肪滴形成の促進および組換え FITMタンパク質と TGの直接結合を確認し










図 5. Quantitative analysis of mRNA expression in mouse tissues. 
Relative mRNA levels were quantified using the comparative ΔΔCT method with an internal 
control gene: Ppia. Expression levels relative to the expression levels of the heart are shown.  
Each dot represents a replicate (n=2 or 3). 
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図 6. Quantitative analysis of FITM mRNA expression. 
Analysis of the mRNA expression in chambers of the human heart. Relative mRNA levels were 
quantified using the comparative ΔΔCT method with an internal control gene: Ppia, Expression 
levels relative to the expression levels of the left atrium are shown. Placenta was used as a 






















図 7a. Involvement of FITM1 and FITM2 in lipid droplet formation. 
Constructs were transfected into HEK293 cells using Lipofectamine 2000 reagent. Cells were 
stained for lipid droplets using 1 μg/ml BODIPY 493/503 and visualized by EVOS FL (scale bar: 
100 μm).  
  
no transfection pCMV6 (mock) 
FITM1 FITM2 












図 7b. Involvement of FITM1 and FITM2 in lipid droplet formation. 
Constructs were transfected into HEK293 cells using Lipofectamine 2000 reagent. Cells were 
stained for lipid droplets using 1 μg/ml BODIPY 493/503 and visualized and counted by In Cell 
Analyzer 1000. Analysis was performed in 12 wells for each bar and data are represented as 

















H]-TAG), and Strep-tactin Macroprep beads were 
mixed by inversion for 4 h at room temperature. Beads were then measured for radioactivity 
using a scintillation counter. This experiment was repeated with similar results using three lots 





図 9. Effect of FITM overexpression on reducing the expression levels of ER stress marker 
proteins. 
HEK293 cells were transiently transfected with mock, FITM1, FITM2, FITM1+FITM2, or 
MMGT1. Cells were lysed in Laemmli sample buffer and subjected to western blotting. Each 
sample was a pool of three wells. The graph at the right side of the blot shows quantification of 
Ero1-Lα and PDI protein levels after normalization to Calnexin and these levels are presented 
as the fold-change of the pCMV6 transfected sample. This experiment was reproduced twice 
with similar results.  
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図 10. Metabolomic analysis of FITM-overexpressing cells.  
Mock, FITM1, FITM2, and FITM1+FITM2 were transiently overexpressed in HEK293 cells. Cell 
lysates were subjected to CE-TOFMS and LC-TOFMS measurements. In each bar graph, the 
blue bars indicate the no transfection; red bars, pCMV6-entry (mock vector); green bars, FITM1; 
































雄性 7週齢のマウスを日本 SLCより購入した。Fitm1 KOマウスおよび Fitm2 KOマウスは、










第 2 章と同様の方法で実施した。解析には下記プローブを使用し、内部標準として TATA-






第一三共RDノバーレ株式会社に解析を委託し、Bio Express system（Gene Logic Division, 
Ocimum Biosolutions）を用いた情報収集を行った。公知情報から、ヒト心疾患患者にて FITM1









3. 結果と考察 （要約） 
 
FITM遺伝子の心疾患時における発現変動 
マウス Sham 群、TAC モデル心不全群、TAC モデル心肥大群、MI モデル心不全群の左心
室サンプルについて、mRNA発現量を解析した。内部標準遺伝子の検討を行った結果、Tbpの
使用が妥当であると判断した（data not shown）。mRNA 発現量解析を行った結果、いずれの
遺伝子においても病態モデルにおけるmRNA発現量の低下が認められた。 












Fitm1 KOマウスおよび Fitm2 KOマウスの心機能解析 
生体における Fitm の機能を検証するため、Gene targeting 法にて KO マウスを作製した。 
特許情報のとおり、Fitm1 のホモ KO 個体（Fitm1 (-/-)）は繁殖可能であったが、Fitm2 のホモ
KO個体は胎生期 9～10日の間に胎性致死となった［47］。Fitm2ヘテロ KO個体（Fitm2 (+/-)）
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その結果、同月齢の野生型（wild type, WT）マウスと比較し、22 ヶ月齢の Fitm1 (-/-)マウス
の体重、心機能に顕著な差は認められなかった。 また、24 ヶ月齢において、体重、右心室およ
び左心室重量に差はなかった。 
22 ヶ月齢の Fitm2 (+/-)マウスでは、心機能に大きな影響はなく、体重にも有意な差は認めら





心機能に負の影響は与えないと考えられた。しかしながら、Fitm2 ホモ KO マウスは胎性致死




心不全モデルに対する Fitm1または Fitm2の作用 
続いて、Fitm が心不全の病態に及ぼす影響を解析するため、KO マウスを用いて TAC モデ
ルを作製し、体重推移、経時的な心機能の変化、最終時点での臓器重量と生存率を評価した。 
WTマウスならびに Fitm1 (-/-)マウスの TAC処置群では、sham群と比較し、1～8週目にかけ




心機能評価では、TAC 処置群において、TAC 処置後 1 週目から心機能の低下が認められ
た。本評価項目において、TAC 処置後 1~8 週を通じ、Fitm1 (-/-)マウスとWT マウスの間に有









は、顕著なものではないと推察された。一方、Fitm2 のヘテロ KO は、病態を改善し、生存率を
上昇させたことから、Fitm2が心不全病態に関与することが示唆された。 











































第 4 章では、in vivo 解析を中心に Fitm と心機能、心疾患との関連性を検討した。心不全モ
デルマウスの解析から、Fitm1 と Fitm2が圧負荷ならびに心筋梗塞を原因とする心不全に共通
して応答することが明らかとなり、心不全病態への関与が示唆された。また、KO マウスにて



























や酸化ストレスの増加が懸念される。今後、Fitm2が有する in vitroの機能に着目しつつ、Fitm2 
(+/-)マウスの心筋細胞での脂肪滴あるいは脂肪の種類、量の変動等を解析することで、脂肪









響を考察できると考える。さらに、FITM の発現増加が UPR あるいは ER 機能に対して負の影
響を与える可能性が、本研究の in vitro解析から示唆された。特に、HEK293細胞でタンパク質
量の低下を認めた Ero1-Lα および PDI について、これらの分子が心筋梗塞に対し保護的に働




ていることから、治療薬の社会的ニーズは高い［2］。米国では、そのコストは 2012 年度で 307
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